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論　文　の　内　容　の　要　旨
　糖鎖は細胞表層やタンパク質の表面を覆っており，様々な生命現象に関与するバイオポリマーである。シ
アル酸（Sia）は，糖鎖の非還元末端側に存在する糖で重要な生物機能や病態に関与しており，バイオマーカー
候補として挙げられる。しかしながら，十分に検出・同定する手段が確立されていないのが現状である。レ
クチンは糖鎖を特異的に認識・結合するタンパク質で，ほぼすべての生物が有しており，多様な生物学的機
能に関与している。一方で，糖鎖構造を解読するツールとしても使われており，グライコミクスの重要な鍵
を握ると期待されている。しかし，Sia 結合性レクチンは，発現・精製，安定性，レパートリーなどの問題
から，実効性の高いレクチンの補強が急務となっている。そこで本研究では，進化戦略に基づき，新規機能
性 Sia 結合性レクチンの in vitro 創出を目的に以下の 2 項目を実施した。
［．改良型リボソームディスプレイ法による糖結合性タンパク質の試験管内選択］
　リボソームディスプレイ法は，高スループットに機能性タンパク質を試験管内で創製する最も有力な手法
の一つである。しかし，強い結合力を有する抗体での成功例しか無く，比較的弱い糖結合性タンパク質を創
出した報告はない。本研究では，改良型リボソームディスプレイ法を開発し，糖結合性タンパク質でも選択
が可能なことを証明した。
　タンパク質の生合成で，リボソームが mRNA のレアコドン上で見かけ上停止する機構が知られている。
本研究ではこのメカニズムを利用して，意図的にリボソームストール現象を起こし，mRNA－リボソーム－
タンパク質複合体の安定性を高めた。すなわち，放線菌由来キシラナーゼの基質結合性ドメイン（SoCBM3）
の 3’末端に，大腸菌由来のレアコドン（Arg/Gly）を連続的に配置した mRNA を作製し，大腸菌無細胞タ
ンパク質合成系を用いて翻訳反応を行った。その結果，予想通りリボソームはレアコドンクラスター上でス
トールし，安定性の高い複合体を形成していることが示された。実際に，不溶性キシランをリガンドとして
選択し，回収量を評価した結果，既法では SoCBM3 遺伝子が回収されないのに対し，本手法では回収可能
であった。
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　本研究は，RARE（Ribosome display by Assisting Rare codon cluster Edge）法と名付けたこの分子進
化工学的手法が，糖結合性タンパク質－糖鎖間のような弱い相互作用でも選択的に回収可能であることを初
めて示したものである。
［2．進化戦略に基づくシアル酸結合性レクチンの創製］
　本研究では，自然界の進化を模倣し，RARE 法を駆使して発現・安定性の高い Gal 結合性レクチンから
Sia 結合性レクチンの創出を試みた。alpha2-3/alpha2-6Sia 結合性レクチンを創出するため，ガレクチン -3
の C 末端ドメイン（Gal-3CT），およびミミズ由来 Gal 結合性レクチン EW29 の C 末端ドメイン（EW29Ch）
を用いた。それぞれのランダム変異プールを作製し，Sia 含有糖タンパク質フェツインを用いて選択し，濃
縮が観察された 4 サイクル時点で取得クローンのアミノ酸配列を確認した。Gal-3CT ライブラリーでは同
一クローンが見られなかったため，フェツインに強い結合能を示す変異体をスクリーニングし，Gal-3CT 
4-67 を獲得した。その糖結合特性をフロンタルアフィニティクロマトグラフィー（FAC）を用いて解析し
た結果，Gal-3CT 4-67 は Gal-3CT と全体的な糖結合特性は変わらないが，Sia-alpha-2-3-Gal に対して親和
性が向上していた。一方，EW29Ch ライブラリーからは同一配列を持つクローン 4F20 および 4F6 を獲得し，
この変異体を SRC：Sia-Recognition EW29Ch と名付けた。SRC のフェツインに対する結合能をレクチンマ
イクロアレイで解析した結果，フェツインに対し強い結合反応を示し，Sia 結合能を獲得していたが，一方で，
アシアロフェツインに対しても弱く結合し，Gal 認識能を維持していた。そこで，SRC の詳細な糖結合特性
の変化を FAC で解析した結果，SRC は一連の Sia-alpha2-6-Gal 糖鎖群に対して極めて高い親和性を示した。
さらに，SRC をラクトース（Gal-beta--4Glc）や 6’－シアリルラクトース（Sia-alpha-2-6Gal -beta--4Glc）
リガンドの存在下および非存在下で結晶化し，X 線構造解析を行った。その結果，SRC は EW29Ch と同一
の beta－トレフォイル構造を形成し，同様の結合様式でラクトースを認識していた。特に，SRC は 6’－シ
アリルラクトースのラクトース部分を同一の結合様式で認識し，さらに alpha-2-6Sia を厳密に認識するよ
う進化していた点は特筆すべき点である。これらの結果は，分子進化工学的手法を用いて，高スループット
かつラショナルにシアル酸結合性レクチンを創出した初めての例である。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究の成果は，（）糖結合性タンパク質にも十分に選択可能な RARE 法の開発，および（2）自然界の進
化を模倣した Gal 結合性レクチンから Sia 結合性レクチンの試験管内創製の成功，である。今回開発した手
法は，Sia 結合性レクチンの創出に留まらず，他の改変レクチン開発にも応用可能である。また，獲得した
新規機能性 Sia 結合性レクチンはグライコミクスなどの応用にも貢献すると期待される。これらの知見は，
今後，自然界におけるレクチンの進化過程を説明する上でも多大な貢献が期待される。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
